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本研究で は凍結保存の 前後 に 培養 した ラ ッ ト膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 くラ 島ぅ のイ ン ス リ ン産生能並 び
に その 移植効果に つ い て 検索 した ． 種々 の凍結条件の 検討 に よ り， ラ 島は ウイ ス タ ー 系雄 ラ ッ トよ り コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 消化現に よ り 分離 さ れ．た後， 凍害防 止剤 と し て 10％ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド くdim ethyl
－
s ulfo xide， D M S Ol を用 い ， 4
O
C で 30分浸潰 した後に ， － 196
C
C の液体窒素中で 7 － 14日 間凍結保存さ れ
た． この 条件下 で 凍結保存す る と， ラ島の 75％が凍結前 と同様の形態 を維持 して い た． 次に 凍結保存前後
は お ける培養付加 の意義を， イ ン ス リ ン産生能よ り検討した ． 凍結前 3 － 4日培養付加ラ島は， 培養せ ず
に 凍結 した ラ島と比較 して， 解凍直後 に はイ ン ス リ ン 産生能に 差 を認 め なか っ た が ， しか し解凍後さ ら に
培養 を行 う と， 培養経過 に 伴うイ ン ス リ ン産生能は早く 回復す る傾向を示 した． こ の傾向は， グル コ ー ス
く50－300m gノdり負荷試験で明らか な差 とな っ て あら われ た． 次 に 移植実験で， 凍結の 前後 に 3 － 4日 の
短期培養 を付加 した凍結保存ラ島を， ス トレ プ トゾト シ ン 糖尿 ラ ッ トの門脈内へ 同種移植 す ると， 移植後
2週間以内に糖尿病状態よ り回復 し， 有効 な結果を示 した． 以上 よ り， ラ ッ ト膵よ り分離 され凍結保存 さ
れ たラ 島の 最も有効な移植方法は ， 凍結前 に 3 － 4 日の 培養を付加す る こ と であ り， 更に移植時に 3 － 4
日 の 培養を追加 す る こ と で ある ．
Eey w
－Ords ラ ッ ト膵ラ ンゲ ル ハ ン ス島， 凍結保存， 器官培養， 同種移植
近年膵臓悪性腫瘍や高度慢性膵炎 に対 して 膵臓全摘
術が積極的に 施行さ れ るりが， 術後の 内．外分泌機能の
欠落， なか ん ずくイ ン ス リ ン 欠落 に対 す る補充療法と
しての 膵移植 は注目さ れる 方法 で あ る． 膵移植法 と し
ては， 膵臓器移植， 組織移植， 膵ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島移
植に 分 け られ るが ， 教室 で は これ ま で ラ ッ ト膵ラ ン ゲ
ル ハ ン ス 島 く以下 ラ島と略すう 移植の 基 礎的研究 を進
めて き た
．
と こ ろ で ラ島移植 で糖尿病を改善さ せ る に は数多く
の ラ 島 を移植 す る こ とが 必 要 で2I， 移植 手技 の み なら
ずその 保存法も重 要な 課題と な る． ラ島の 長期保存法
とし ては現 在， 培養あ る い は凍結 を利用 す る 2方法が
あげ られ て い る封
． 教室 の 凍結保存 に 関す る これ ま で
の研究で ， 分 離ラ 島の 保存 なら び に 移植は可 能で ある
こと を証明 して き たが ， 解凍後 の イ ン ス リ ン 塵生能 は
50％前後 と必 ず し も満足で き る 結果 が 得 ら れ て い な
い
．
これ は 主に 凍結 一 解凍過 程で被る ラ島損傷 に 起因
する と推察され て い る弟．
本研究 で は凍害防止剤の濃度， 浸漬温度， 浸清時間
を決定す る目的で， 解凍後の ラ島回収率お よび解凍後
のイ ン ス リ ン産生 量を指標と して これ ら の 諸条件 を検
討した． 次い で こ れ ら の う ち で最適条件下で ラ 島を凍
結保存し， そ の 後 に培養 を付加 した凍結一培養ラ島に
つ い て， その イ ン ス リ ン 産生能お よび 同種移植効果に
つ い て検討 した．
材料お よ び方 法
I ． 膵ラ ンゲ ル ハ ン ス 島の 分 離法
1 ． 実験動物
実験動物 は体重 200－ 300g の ウイ ス タ ー くW ista rl
系雄 ラ ッ トを用 い た
．
2 ． 実験器具 お よ び滅菌法
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実験器具は全て滅菌 した もの を使用 し， 操作は膵摘
出の 段階よ り無菌的に 行っ た ． す な わ ち膵摘出の 際 に
使用 し た手術器具は高圧滅菌 く1200C， 20分間1 し，
シ ャ ー レ ， 三 角 フ ラ ス コ ， ピ ペ ッ ト等の ガ ラス 器具 は
乾熱滅菌．く160白C， 60分間う した． さ ら に ゴ ム 栓， 培養
皿 ， 凍結用試験管は ガ ス 滅菌 く10％ア セ チ レ ン オ キ サ
イ ドガ ス ， 5時間1 した も の を使用．し，
ミ リ ポア フ ィ
ル タ ー 川 ．45バ は滅菌済 の もの を用 い た ．
3 ． 膵臓摘出とラ ン ゲル ハ ン ス 島の 分離
ラ ッ ト を エ ー テル 吸入 麻酔後 ヒ ビテ ン液 で 全身消毒
し開腹した ． La cy ら51の 方法に な らい 総胆管の 十二 指
腸開 口部 を結致 した後， 総胆管内に ハ ン ク ス 液 くグ ル
コ ー ス 60m gノdl含有120ml を注入 し膵全体 を水腫状
に 膨化させ た． 次い で腸管を損傷 しない よ う に 注意深
く膵 を摘出し， 無菌箱内 へ 移した ． 摘 出膵 を 20－ 30ml
の冷 ハ ン ク ス液 で洗浄後， 眼 科用 ク ー パ ー を用 い で き
る だ け細く切 りな が ら 50 ml容三 角 フ ラ ス コ に 入 れ
た． コ ラゲ ナ ー ゼくc ollage n a se4188CLSrV， M iripore
Co ．， U． S． A ．1 30m g， 牛血清 60m g を ハ ン ク ス液 8 ml
に溶解後， ミ リポ ア フ ィ ル タ ー で 濾過滅菌 し， 三 角 フ
ラス コ に 注入 しゴ ム 栓で密栓後， 3 アC水浴槽内で 約 15
分間振返 くshakingin c ubatio n， 150 回ノ分つ し消化 を
行 っ た． 一 様 に 泥状 と な っ た時点 で 消化 を終 え， 50ml
容円錐形メ ス シ リ ン ダ ー に 移 し換 え， 温 ハ ン ク ス 液 で
4回， さら に 冷 ハ ン ク ス液 で 4 回洗浄お よ び沈澱 を繰
．
り返 し， 残存 する コ ラゲ ナ ー ゼや 膵外分泌組織を除去
した ． 最終沈澱 物を冷 ハ ン ク ス 液 と混和後滅菌シ ャ ー
レ に 移し， 実体顕微鏡下 で ラ島 を確認 しなが ら毛細管
ピペ ッ ト に て採取 し実験に 供 した ．
H ． 凍結方法
1 ． 凍結条件の設定
分離直後の ほ ぼ完全な形態 を保 つ ラ 島10個を 20％
牛胎児血清 くねtal bo vine s erum ． Lot． 40551204Flo w
Labo r ato rie s，U ． S． A ．1 を添加 した ダル ベ ッ コ ー 培地
CDulbe c c o－ m Odified Eagle
，
s M E M， グル コ ー ス 100
m gldl含有1， お よ び凍害防止剤の 2．5 ml を入 れ た凍
結用 チ ュ ー ブ く38X12．5 m m， Na c， Sw edenl に収容
した
． 凍害防止剤 と し て ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サ イ ド
くdim ethylsulfo xide， M E RCK， We stGe r m a ny， 以 下
D M SO と略すうを用 い ， その 漉度く5％， 10％， 20％1，




CIt 時間 く30分， 60分1 の
組 み合せ で 12群 を作製 した． ま た こ れ らの 条件 の 他
に ， 分離後短期培養 を付加 し， つ い で 40C下で 10％
D M S O を 30分間浸清作用 さ せ た の ち凍結保存 した群
く凍結前培養群1 を作製 し合せ て検討 した．
2 ． 凍結方法
分離ラ島 を D M S O波風 浸漬温度， 時間の 各種条件
下 で浸清作 用 さ せ た の ち に ， －200C冷凍庫中で 30分
間， 次 い で － 800c超冷涼 槽で 30分間静置後， － 1960C液
体窒素中 に 移 し保存 した ． 保存 期間は 7 － 14日 で あ
り， 解凍は 37
0
C水浴槽中に て 行 っ た ．
m ． 培 養方法
培養液 は20％牛胎児血 清を添カロし た ダ ル ベ ッ コ ー
培地 を使用 し， ア ン ピシ リ ン くa mpicillin1100JLgldl，
ス ト レ プ ト マ イ シ ンくstrepto mycin1100JLgノdlを添加
して基礎培地 と した ． 培養器 と して multi．dish tray
くLimbr o， U． S． A．24穴う を用 い ， 各 ウ ェ ル くw ell
の基礎培地 1 mlの 中へ ， 諸条件下で 浸漬後凍結保存し
て得 られ た ラ 島2個 を，毛 細管 ピ ペ ッ トに て 移 し，37bC
5 ％炭酸ガ ス培養恒温器で 静置培養 した ． 培地交換は
原則 と し て 3日毎 に 行い ， 培地中に 産 生さ れ るイ ン ス
リ ン量 を固相法 くs olidpha s e m ethod， S hion ogi，
Japanlに て 側定 した． な お， 凍結期間に よ る ラ島のイ
ン ス リ ン産 生能 の 比 較検討 で は 培地交換 は毎 日行 っ
た ．
IV
． グ ル コ ー ス 負荷試験 に よ る 凍結 一 培養 ラ島の イ
ン ス リ ン 産生 能
解凍直後， 解凍後培養4 日目， 2週間目の ラ島を用
い ， 短時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン くshort tim e in cuba－
tio nぅに よ るイ ン ス リ ン 分泌実験 を行 っ た ． 対象とした
凍結保存ラ島は ， 解凍後の 回収率お よ び培養 に おい て，
培地中に 産生さ れ たイ ン ス リ ン 真の 成績 よ り良好と判
断 した 10％D M S O． 4OC．30分作用群 くC－301 と凍結
前培養群 くG－30う の 2群 で あ る． ま ず， 両群の ラ島を
0．2％牛血 清ア ル ブミ ン くbo vin e se r u m albu min ，Lot．
46206
，
Ar mou rP ha r ma c entialCo． ， U ． S． A ．1 を添加
し た ハ ン ク ス 液 に て 120分間プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
くpre－inc ubationHノ た ． その後， 各々 の ラ島5個 を試
験 用培地 0．5 ml含有小試験管内 に 入 れ 95％酸素，
5 ％炭酸 ガ ス を 通気後， 90分 間37
0
C水浴槽中 に て
70－ 80回l 分の 振温 くshakingin cubation， を行い ， 培
地 中に 産 生され たイ ン ス リ ン 量 を測定 した． 試験用培
地 と し て は ク レ ブス ． リ ン ガ 一 重 炭酸綬衡液 くKr ebs－
Ringer bic a rbo n atel に 0．2％牛血 清ア ル ブ ミ ン ， 5
m M グル タ ミ ン 酸 くgluta mic a cidl， 5 m M ピル ビン
酸 くpyru Vic a cidl， 5m M フ マ ー ル 酸くfu m aric a ci郎
を添加 した も の を使用 し， グル コ ー ス 無添加 くOmgノ
dl と 50m gJ
l
dl，300 mgノdl添加の 計 3群 で 検討した．
な お ， 以上 の 推計学的処理 は ス テ ユ ー デ ン ト T テス
トくStudent，st－teStl で 行 い ， 0．05 以下の P 値 を有意
差 あ り と判定 した．
V ． 凍結 一 培養 ラ島の 形 態的， 組織学的観察
解凍後培養に 供せ られ た ラ島の 形 態は倒立 型培養顕
微鏡， ノ マ ル ス キ ー 式微 分干 渉顕微鏡 を用 い て 観察し
凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器 官培養
た． 組織学的検索は解凍直後， ある い は凍結 一 培養 ラ
島を ラ ッ ト門脈 よ り注入 した 後， 肝臓 を摘出 し5 m m
間隔の 全肝 ブロ ック を作製， へ マ トキ シ リン
■ エ オジ ン
染色 くhe m atoxylin－ e O Sin stain ， 以 下 H．E 染色 と略
すl， ア ル デ ハ イ ド ． フ ク シ ン染色 くaldehyde －fu chsin
stain ， 以下 A．F染色と略 す1 を施 し， 小葉間静脈内に
栓塞した ラ島で 観察 を行 っ た．
VI． 凍結 一 培養 ラ島の 門脈内同種 移植
1． 糖尿 ラ ッ トの作成
体重250－ 300g の ウイ ス タ ー 系雄 ラ ッ ト に ス ト レ
プトゾト シ ン くstrepto z oto cin，lot． 1613E， Upjohr事， U．
S． A． ， 以下 S T Z と略す1 65m glkg を尾静脈 よ り静注
し糖尿ラ ッ トを作成 した ． 静注後は代謝 ケ ー ジ に 収容
し， 血糖， 尿糖， 尿量， 体重を測定 し た． 静注後 1週
間目 で24 時間絶食 と し尾静脈よ り採血 ， 血糖値 300
m gldl以上 の も の を S T Z糖尿ラ ッ ト と し移植実験 に
供した．
2 ． 門脈 内同種移植
移植方法は門脈内注入法と し， 凍結前に 培養 した G－
30群をさ ら に 解凍後短期培養を付加 し て 用 い た． それ
ら の ラ 島350－ 400個 を シ ャ ー レ に 集め ， 27ゲ ー ジ 針
に て 1 ml注射器に 吸 入 ， 全量が 1 ml 以下 とな る よ う
に した． そ の 後， 実験的に 作成 した S T Z糖尿 ラ ッ ト を
エ ー テ ル 吸入麻酔下 に て開腹， 門脈本幹内へ ラ 島を直
接注入 し， 綿棒 に て数分間圧迫， 止血 を確認後閉腹 し
た． 移植後は代謝ケ ー ジ に 収容 し血糖， 尿量， 尿糖，
体重の 諸検査を行 っ た． なお ， 免疫抑制剤， 抗 生斉すの
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7 日間凍結保存後 に 解凍 した ラ島 を， 培養顕微錬下
で観察 して ラ島回収率 を検討 した く表1う．
D M S O濃度で 比較す る と 10％群は 52－ 75％と 良好
な回収率 を示 し た が， 5 ％群 は全 て 45％以下 であ っ
た． 20％群 で は作用 湿度に よる影響が大きく ， 4
B
C －
30分浸漬で は 63％， 60分浸清で は 52％の回収率 で あ
るの に対 して， 20
0
C．30分浸漬 は27％， 60分で は 22％
の 回収率 で あり有意の 低値 くp く 0．01 を示 した． 作
用 温度 によ る影響は 10％群 に つ い ても み られ， 4
0
C の
回収率 が平均 67．5％と 20
0
C の 53％ に 比較 して 有意の
高値くp く 0．01う を示 した ． また 浸溝時間の比較 で は，
30分群の 方が 60分群 に 対 して 一 般 に回収率 は高値 を
示 した． 以上 よ り 10％D M S O■ 4
O
C ． 30分群 くC－301
が回収率 75％で あり， つ い で 20％D M SO ． 4 て二．30分
群 くA－30l， 10％D M S O． 4
O
C．60分群くC．601 は60％
以上 と高値を示 し， 10％D M S O．20
0
C．60分群m －60J，
20％D MS O． 4
O
C ．60分群くA－60l， 10％D M S O．20
0
C．
30分群 くD－301 は 50％以上 の 回 収率であ っ た ． 一 方
5 ％D M S O．20OC．30分群くF－30l， 20％D M SO．2 0
O
C．
30分群 くB－30l， 20％D M S O．2 0
0
C ． 60分群 くB－601
は 35％以下 の 回収率で あ っ た ． なお凍結前培養群くG－
301 の 回収率は 80％と最も 高い 値 を示 した．
H ． 凍結 一 培養 ラ島の イ ン ス リ ン 産生 能
Table l． E ffe cts of im m e rsio n of islets of La nge rhan Sin D M S Oatdi ffe re nt c o ndit o ns o nthe shape of
islets aftertha wing
Conditio n sof im mersion
oftheisletsin D M S O
Co n c e ntration Te mpe r atur e
Of D M S Oく％I ぐCl
Ratio oftheislets with
n o r m alshape afte rtha wing














































































































































































































ホ Only theislets ofthis gr o up are c ultured fo r3－4days befo repretr e atm ent oftheim m ersion．
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1 ． 凍結期間のイ ンス リ ン 産生能に お よぼ す影 響
回収率の 良好であっ た 10％D M S O． 4 0C ． 30分群
くC．30うの 7 日間凍結， 14日間凍結群 と凍結前培養群
くG－30うの 14 日間凍結保存ラ島を， 解凍後 に 培養 に 供


















凍結期間の イ ン ス リ ン 産生 に お よ ぽ す影響 を検討した
く図11．
各群 の イ ン ス リ ン 量 は， 培 養 1 日目 で は39 ト 530
声Uノmlと高値 を示 した が， 2 日目に は最低値とな り，
そ の 後イ ン ス リ ン 量 は培養経過と と も に 漸次増加し
1 2 3 4 5 6
Time after cu圧ureくdaysI
Fig．1． Daily cha nge sin in s ulin releas efrom c ultu r ed islets of La ngerha n s． Islets
Of C－30ar e c ryopr e se rv ed fo r7く囁18t14く口1days a ndtho se ofG－30for14days
くOI．


















7 I O 1 3
Tim e after c ultureくdaysI
Fig． 2． Cha nge sin insulin r ele a s efr o m e a ch gr o up into the c ultu re m ediu m at
diffe re ntpe riods ofcultu re． Referto Tablel fo rthete r min olog yofe a ch gr o up．
凍結保存ラ ッ ll 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器官培養
た．
C－30群 の 7 日間凍結群 と 14日 間凍結群 を比較す る
と， 1－3 日目は 7 日間凍結群が 14日 間凍結群よ り低
値を， 4 日目に は 7日 間凍結群 が高値 と な る傾向が み
られた が， 6 日目 に は有意差は認め ら れ なか っ た
．
し
たが っ て， 7 日間凍結と 14日 間凍結の 間に は凍結期間
に よるイ ン ス リ ン 産生能 へ の 明 らか な影響 はな い と判
断され た．
一 方14 日間凍結 で凍結前非培養群くC－30Iと凍結前
培養群くG－30う を比較 す るに ， 培養直後 は両群間で羞
は認め な い が， 培養経過 とと も に 凍結前培養群 は凍結
前非培養群に 比 し有意の イ ン ス リ ン産生能の 増加 をみ
た．
2 ． 凍結条件 か らみ たイ ン ス リ ン 産生能
ラ島回収率が比較的良好で あ っ た 8群 に つ い て， 14
日間凍結保存を行い ， 3 日毎に交換さ れ た培地中の イ
ンス リ ン量 を測定 し， 凍結条件か らみ たイ ン ス リ ン 産
生能の 検討 を行 っ たく図21． 培養初期 は 10％D MS O．
4
0
C．30分群くC－301 が 735 士98．2FLUlml と最高値で
あり， 5％D M S O■ 4
O
C ■30分群tE－30l， 5％DM S O．
20
b
C ．30分群 くF－301 が 比較的良好な債 であ っ た ． 培
養日数の 経過 と とも に 20％D MS O． 4
0
C ． 30分群 くA－
30う， C．30， E－30， C，60群 はイ ン ス リ ン 産生能の増加が
みられ， 培養13日日に は C－30群は 1068士114ノ上Uノml
となり， A－30， E－30群 と共に 1000JLUノml以上 の 値 と















た． ま た， ト30群 は初期イ ン ス リ ン産生量 は比 較的良
好で ある に もか か わ らず， 培養 に よ るイ ン ス リ ン 産生
量 の 増加 は み られ ず， 13 日目の イ ン ス リ ン 量 は C－30
群の 58％．
に と どま っ た ． 10％D M S O．200C．30分群くD．
30フも培養経過 を通 じて イ ン ス リ ン産生量 に 変化 なく ，
F－30群と 同様 に 培養 に よ る イ ン ス リ ン産 生能 の 回復
は得られ な か っ た
．
一 方 10％D M SO．20
0
C．60分群の －
60l， 20％D M S O． 40C ． 60分群 くA－601 は培養初期
よ りイ ン ス リ ン産生 壁は低値で あり ， 培養経過 と とも
に イ ン ス リ ン 産生 量 は低下 した． A－60群は 7 日 臥 D－
60群は 10 日日 に イ ン ス リ ン 量が 100声Uノml以 下 と
な り， 培養に よるイ ン ス リ ン産生能の 回復 はみ られ な
い と判断さ れた ．
3 ． 凍結前培養ラ島の イ ン ス リ ン産 生能
凍結前に 3 － 4 日間の 短期培養 を付加した ラ 島くG．
30うを 14日 間凍結保存 した後培養に 移 し， 3 日毎 に 交
換さ れ た培地中の イ ン ス リ ン産生量を測定 し， 凍結前
非培養群 くC－30フ と比較しな が ら凍結前に 培養を付加
した 意義 に つ い て検討 した． 対照と して は分離直後の
新鮮ラ島を用 い た く図31．
凍結前培養群の 4 日目 イ ン ス リ ン 量 は 823士64 ．0
月Uノml で対照 の 63％， 凍結前非培養群 は 735士98．2
メロノml で対照の 57％で あ り共 に対照 に 比較 して有意
の低値 くp く 0．0い をみ た． しか し培養経過 とと も に
両群のイ ン ス リ ン産生 量 は増加 し， 7 日目に は対照と
差異 は み ら れ な く な っ た
．
13日 目 に は G－30群 は
13
Tim e after c ultureくdaysI
Fig． 3． Co mpa ris o n of in sulin s ec r eted fr o mgro up G－30くAJa nd C－30く砂1into the
C ultu r e m ediu m． Fr eshly pr epa r ed islets a r e u s ed a sthe c o ntr olgr o upく四1．
ホSignific a nt diffe r en c eb tw e enC－30and G－30， pく0．05．
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Table 2． E ffe ct of glu c o s e o nins ulin r ele a s efr o m c ult r ed islets of gro ups C －30a nd G－30
Cultu repe riod
afte rtha w lng
In s ulin s e cr etio ntJJUノ5islets190min．Jof isletsisolated fr o m
pa n cr e a sin KrebsqRinger bic arbo n ate




75．0士7 ．4 161 ．8士20．0
Gr o up C－30 0 35．2士9．8
4 days 63．8士17．1
2 we eks 67，3士4．3
40．2士8．8 89．0士 12．1
72．8士1 7．4 124 ．2士30．1
74 ．3士3．0 1 5 7．8士24
．
0
Gro up G－30 0 39．0士6．6
4days 4 1．4士9．9
2 w e eks 4 1
．6士7．2
62．0士18 ．5 1 4 7．4士30．6
64 ．6士10 ．9 172．0士 19．2
66．0士11．4 185．8士52．5
事 Co ntroIstudy w a spe rfo r m ed by u sing of fre shly prepa r ed islets．
抽 Valu e s a r e e xpre ss ed a s m e a n士S．D．くN ニ 10l．
Fig．4． Repre s entativ eislet of La nge rha n sis olated fr o mthe rat pa n cr e a s
by c ollage n a s edige stio n． T heisletis ov al in shape and som e exo c rin e
pa n c re atic tiss u e s r e m ain tta ched
l194 士128声Uノml で対照 の 125％， じ30群 は 1068士
114声Uノml，112％とな り共に 対 照 を上 ま わ るイ ン ス リ
ン 産生能で あ っ た ． 一 方 C－30群と G－30群 間で の 比 較
で は， 10 日目 を除い て はイ ン ス リ ン産生量 に 有意の 羞
は認め られ な か っ た ．
4 ． グル コ ー ス 負荷試験 に よ る 凍結 一 培養ラ島の イ
ン ス リ ン 産 生能
解凍後の 回 収率お よ びイ ン ス リ ン産 生 能が 良好 で
あ っ た 10％DM S O． 4
0
C ．30 分群 くC－301 と凍結前培
養群 くG．30ぅ の 2群に つ い て検討 した く表 2う．
解凍直後の 基礎培地 くグル コ ー ス 渡度O m gノdl で
a r o u nd itくXlOOl．
の イ ン ス リ ン産 生 能の 比 較 で は ， C．30群， G－30 群共 に
対照 の 50．5％， 56．0％と有意の 低値くp く 0．0 1う を示
した． しか し， グ ル コ
ー ス 負荷 で み る と， G－30群のイ
ン ス リ ン 童 は 50mgノ山 負荷 で 対照 と ほ ぼ 同程度の イ
ン ス リ ン産生 量 を示 し たの に 対 し， C－30群 で は 各々
53．6％， 55．0％と低値 くp く 0．01う で あり ， 凍結前に
短期培養 を付加す る こ と はイ ン ス リ ン 産 生 能椎持に 有
利 で あ る と判断さ れた ．
一 方培養経過よ り検討す ると ， 両群共 に 培養経過 と
とも に イ ン ス リ ン産生量 の 増加が み られ ， 培養 に よる
イ ン ス リ ン 産 生 能の 回 復が確認 され た． 特 に G－30群
凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器 官培養
の 30 mgノdl グル コ ー ス 負荷 に 対 す る イ ン ス リ ン 産
生量 は， 4 日目 で 対照 の 106．3％， 2週 目 で 114．8 ％ と
対照以 上 の イ ン ス リ ン 産生 量 を示 し たの に 対し， C．30
群は各々 76■8％， 97．5％に と どま り凍結前培養群の イ
ン ス リ ン産生 能の 回復が早 い こ とが 示 唆さ れ た．
IIl． ラ島の 形態学的 ， 組織 学的観察
分離直後の ラ 島は半透明 で ， 概ね 円形 な い し楕 円形
で ある も辺 緑は やや 不整 で ， 一 部の ラ島 で は被膜が損
傷し たも の や ， 外分 泌組織の 付着 した も の も 見られ た
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く図41． こ れ ら の ラ 島を培養に 移すと 3 日目以 内に ほ
と ん ど全 ての ラ島 は球形と な り， 周辺部の 構造は分離
直後の もの に 比 して平滑と な り， 被膜の 損傷 も修復 さ
れ た形 で 培養され た． また付着 して い た外分泌組織 は
ほ とん どラ 島よ り剥離 して い たく図5コ． こ れ ら培養 ラ
島を凍結保存 し解凍する と， ラ 島は全体 に水腫 状に 膨
脹 し， 辺 緑も不 整で ， 一 部ラ島で は
tく
ヶ バ 立 ち
，，
が 観
察さ れ た． ま た被膜 の 一 部が 破壊さ れ たラ 島も み られ
たく図61
． 解凍後 に更 に 培養 に移 すと， 3 日目に は ほ
Fig．5． Islet ofgro up G－30c ultu r ed fo r3 daysim m ediately afte ris olatio n．
Itbe c om e sro und in shapeくX lOOI．
Fig．6． Islets ofgr o up G－30cryopre servedand im m ediately afte rthawing，
T heseislets clo s ely r e se mblefr eshlyis olated isletsくXl O Ol．
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と ん どの ラ 島は辺緑整と な り， 被膜の 強靭化が起 り，
解凍後 に 水腰 状に 膨脹 して い た ラ島は全体に 充実 した
球形と して観察さ れたく図り ． それ 以降培養を継続し
て も大 きな変化は見 られ な か っ た ．
組織学的検索 で は， 解凍 直後の ラ 島は H－E 染色で
は， 辺 緑は整 で 被膜 に お お われ ， 分離直後と同様 の 像
を呈 し， 明ら かな細胞質の変化， 核の 膨化は見 ら れな
か っ たく図8う． ま た A－F 染色 で 観察す る と青紫色 に 濃
染 した顆粒 を有す る ベ ー タ細胞く声．c elり をラ 島内に 多
堀
数認 め た く図 9う．
一 方， 解凍後 3 日間培養 し たラ 島の 汁 E 染色お よび
A－F 染色 で は， ラ島細胞 の 軽度空胞変性 を み る も の
の ， 解凍直後の もの と ほ ぼ同様の 像 を呈 して い た く図
10， 1 1う．
IV
． 門脈内同種 移 植
1 ． ス ト レ プ ト ゾ トシ ン糖 尿 ラ ッ ト対 照群
S T Z糖尿 ラ ッ ト5 匹 に つ い て の 20週 ま で の 観察で
は， 血糖値 は常に 300m g佃l以上 を呈 し， 尿糖は平均
Fig－ 7． Islet of group G－30c ryopr es e rv ed a nd c ultu red fo r3 daysくXlOOl．
Fig■ 8－ Histolog y of a n islet of La nge rha ns c ryopr es e rv ed a nd tr a n s－
Pla nted in the liver witho ut c ultu r e． T he c ellula rfe atu r es ap pe a r
r10 r m alくXlOO， H－E stainI．
凍結保存 ラ ッ ト膵ラ ン ゲル ハ ン ス島の 器官培養 563
10．2gノ日， 尿 量 も 113mlノ日 で 体 重 は 20過 で 平 均
32％の 減少 を示 した ．
2 ． 同種移植 ラ ッ トの 経時的推移
4 例の 移植実験 を行 っ た ． 移植経過は以 下 の 如く で
ある く図 12こ C－1， C－2， C－3， C．4 ラッ ト1．
11 C－1 ラ ッ ト ニ体重 305g， 血糖1 00m gldlラ ッ ト
に S T Z を静注 す る と 1 過 後 に 血 糖 は 400m gノ劇 以
上 尿量 155mlノ日 ， 尿糖 12．5gノ日の 糖尿 病状態を示
し た
．
そ こ で 約350個の ラ島を門脈内に移植 した． 移
植後 1週間で 血 糖 150m gノdl， 尿 量60ml， 尿糖 1 ．2gJ
日と 著明 な 改善が み ら れ， 2週 目 に は血糖 110m g佃1
と な り以後 12週ま で 120mgノdl 以 下の 値 で あ っ た ．
16過に なり 一 時的に 150mgノdlと上 昇す る も 20過日
に は 135m gノdlに 復 し て い た ． 尿糖 は 2 週目 で 0．75
Fig．9， H istolog y of a nislet c ryopre s e rv ed a ndtr an Spla nted in the liv e r
Witho ut cultu re． P－Cells are u s u ally n otfo u nd at the pe riphe ry ofthe
isletくXlOO， A －F stainl，
Fig．10． Histolog yofa nisletof La ngerha ns cryopr es e rv ed a ndtra n spla nt－
edin theliv e r afte r a3－day c ultu r e． T heisletc e11s ap pe a r viable with
n o r mal stru ctu r al o rga niz atio n， indic ating the fa v or able effe ct of the
C ultu re o nthe viability of cellsくXlOO， H rE stainl．
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Fig． 11■ H istolog yofa nislet of La nge rha n s c ryopr es e rv ed a ndtr a n spla nt－
ed intheliv er afte r a3－dayc ultu r e． P－Cells sho w slightdegen e ratio n a s
C O mpa r ed withtho s e of islets witho utc ultu r ein Fig． 9くXlOO， A －F stainl．















































ー 1 0 1 2 3 4 8 12 16 20
Tim e afte rtra n spla ntatio nくW e eksl
ー 1 0 1 2 3 4 8 12 沌 20
Tim e aftertr anspra ntat10 nくW e eksI
凍結保存 ラ ッ ll 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器 官培養
gノ日 と低下し， 以 降 0－2－0－5gノ日の 問で 推移し た． 尿
量は 3週日以降 15 mlノ日以 下で あ っ た ． ま た体重 は移
植後漸次増加し， 20週 で 460g とな っ た ．
21 C－2 ラッ トニS T Z静注 に よ り 255g か ら 5g の
体重減少が あり， 血糖 は 375m gノdl， 尿糖 9－8gJ日を示
した． ラ 島400個 の 移植 に よ り， 1 過日 に は血糖122
mgJdl， 尿糖0－5gJ日 と な り， 以降血糖 115m gldl 以
下， 尿糖 0．0 － 0．2gノ日 を推移し た． 全身状態 も良好 で
20週に は体重 4 30g と 69％の 増加 を認め た．
31 C．3 ラッ トこS T Z静 注 1 週後体 重 275g， 血 糖
345m gldl， 尿糖 9．Ogl日 の レ シ

















ie nりラ ッ ト に ラ 島400個 を移植 した． 1過後 に は血 糖
118mgノdl， 尿糖 0．4 gノ日 と な り 20週 ま で 血糖 125
m gノdl 以下， 尿糖 0．0 － 0．4gノ日 を 推移し た． 体重 は
76％の 増加を み た．
4うじ4 ラ ッ トこ 体重 280g， 血 糖 95m gノd の ラ ッ ト
で S T Z静注に より体重 270g， 血糖400mgldl 以 上，
尿糖 9．4 gノ日 を示 し た． ラ 島400個移植 に よ り 1週後
に は血糖 280m gldl， 2週日 190m gldl， 4週目 130
m gJdl と なり 6週目以降 12過ま で 120m gノdl 以下 の
血 糖値で あ っ た ． 尿糖 は1週後2．1gノ日 で あり， 6過
日 で 0．5gノ日以下 とな っ た ． また体重 は 2週目以降漸
















－ 1 0 1 2 3 4 8 12 16 20
Tim e aftertr a n spla ntatio nくW e eksI
C － 4 R AT
－ 1 0 1 2 3 4 6 8 12
Tim e aftertr a nspEantat10nくw e eksJ
Fig． 12． Effe cts oftr a n spla ntatio nくホ 糠Jofisletsof Langerhansinto str epto zoto cin
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次増加 した が， 増加率 は6．3gノ遇で 4例中 山 番低値 で
あ っ た ． 本例は 15週目に 死 亡 したが 死 因は不明 で あ っ
た ．
考 察
膵 ラ島移植 によ り糖尿病治療 を試 み る研究は La cy
ら5りこよ る コ ラ ゲナ ー ゼ消化法くc ollagen a s edige stio n
m etbodlを用 い た ラ島分離法 の 確立以来盛ん に 行 われ







， Parlijaya n o nd ら
1 01
， Le o n a rd ら
1 1
，
木村1 2I等 は 400－ 1200偶の ラ ッ ト分離ラ 島を腹腔内，
畢丸， 門脈内等 へ の 同系， 同種移植 し糖尿病状態か ら
の 回復 をみ た と報告 して い る． し か し， ラ ッ トや モ ル
モ ッ ト等の小動物に お い て は コ ラ ゲナ ー ゼ消化法に よ
る ラ島分離は容易で ， 糖尿病改善の た めの必要 ラ島量
を得る こ と は可能で あ るが ， 大動物や ヒ トで は ラ島分
離 は困難で あり， 得 られ る ラ島数も不充分な た め有効
な移植効果が発揮 され て い ない 現状 で ある 用 ． 従 っ て
こ れ らの ラ島移植 を考え る時， 大量 の ラ島 を確保す る
意味に お い ても ， 一 時的に 何 らか の 方法 で細胞活性
くviabilitylを失う こ と なく保存 ，確保 す る こ とが重 要
な 課題である． こ れ らの 有効 な長期保存方法 に は現在，
培養保存と凍結保存 の 2方法 が考 え られ て い る．
膵組織の 培養の歴史 を振 り返 る と， 1954年 Cben湖
が ラ ッ ト胎児膵 を液体培地 で 10日間培養 し， 形態学的
に 観察 した こ と に 始 ま る． 分離 ラ 島 の 培養保存 は
M o skale w ski1 51によ り始 め られ， そ の後高木 ら161， 池
上 171， Ander ss o nら
1 81
， Ko stia n o v sky ら瑚 ， 小島2 01，
山崎2I等 によ り なさ れ てい る． 小 島201は 80 日間の 培養
保存 を行い ， 形態学的， 機能的 に 観察検討 して お り，
形態的に は分離直後の 新鮮 ラ島と ほ ぼ同様 で， 培地中
のイ ン ス リ ン 産生畳 も ほ ぼ 一 定で あ っ た ． ま た， グル
コ ー ス 負荷 に よ るイ ン ス リ ン 分泌刺激実験で も ， 新鮮
ラ島と同様 な分 泌反応 を示 した と 報告し てい る． また
山崎2Iも 7日 間培養保存 した ラ島 を用い ， イ ン ス リ ン
分泌 に 対す る グル コ ー ス ， グ ル カ ゴ ン， 各種消化管 ホ
ル モ ン の 影響 の検討を行い ， 新鮮ラ 島と 同程度 に これ
ら に充分反応 しう る と して い る．
と こ ろ で培養保存 は培養日数 の経過と と も に 培地中
の線維芽細胞 の 増殖， 細菌汚染 の危険性 の増大， 手技
の 煩雑 さ な どに よ っ て大量の ラ 島を長期保存す る に は
困難な面が多い と考 えられ る ． したが っ て移植 を目的
と した大量の ラ 島の長期保存に は凍結保存が よ り有効
な手段と考 えら れる ．
精子 叫 ， 赤血球2 21等の 単細胞 か ら始 っ た凍結保存は
凍害防止剤 の研究 と とも に ， 骨髄231， 皮膚 細 ， 角膜2 Sl，
心臓 細， 腎臓2 7Iに つ い て も行わ れ る よう に な っ て きた．
堀
一 般 に 大き な臓器の 場合凍害防止剤の 臓器 内へ の 叫 様
な浸透 は困難で あ り， ま た臓器 内部の温度 コ ン トロ ー
ル が難 しい た め， 細胞内外の 水晶化が お こ り， 細胞破
壊 や組織構造破壊 を招来せ し め， 臓器 と して の 機能を
充分に 再現 し得 ない 問題点 を残 して い る． しか しラ島
は非常 に 小 さ な組織 で あ り凍結保存 に か ける期待は大
き い
． 出月 ら 細 は膵 組織小 片 を7．5％D M S Oで 15分
間飽和後 10－ 15
0
Cノ分の 急速冷却 に よ り凍結保存 を試
み ， 膵全摘犬 の腹腔内 へ 移植 した と こ ろ， 着床生者し
血糖値 の改善 を み た と し て い る ． Eem p ら2別も 胎児




分 の 冷 却速度
で － 196
0
Cに て 9 － 13 週間保存後， 糖尿 ラ ッ ト腎被膜
下 へ 移植 を行い ，糖尿病よ り の 改善を み たと して い る
．
Knight ら30J， Fr a nkel ら3 1l， Fe rgu s o nら3 2I， 大野331等
も 同様 な凍結保存 を行い ， そ の 有効性を報告 して い る
．
さ て 凍結保存 に お い て は凍害防止剤 の 必 要性 は言及
す る ま で も ない が， 凍害防止 剤の 浸清作用条件も 重要
な因子 と考 え られ る． 著者は本実験 で は凍害防止剤と
して は 広く使用 され てい る ジメ チ ル ス ル フ ォ キ サイ ド
くdim ethylsulfo xide， D M S Olを用 い たが ， D M S O自
体の 細胞毒性は強く， その 濃度決定は重 要な 問題で あ
る． Fe rgu s onら
3 21
， Br etz el ら
3 41
， Rajot te ら3 51は10％
D M S O を用い て 好 結果 を報告 し て い る が ， 本 実
験で は 5％， 10％， 20％の D M S O濃度を作成 し， それ
ぞ れ の 浸漬温度く40C， 20
0
Cン， 浸漬時間く30分， 60別
の 組 み合せ に よ り ラ島を凍結保存 した． そ の 後解凍し
て得 られ た ラ 島の回収率お よ び凍結 一 解凍後 に それ ぞ
れ の ラ島 を培養 に 供 し， 培地中に 産生さ れ たイ ン ス リ
ン 量 よ り D M S Oの 浸漬条件 を検討 し た． そ の 結果，
D M S O濃度 で み る と 5％， 20％群 の 回 収率は悪 く ，
10％群が 50％以上 の 良好 な回 収率を示 した． 浸漬温度
お よ び時間の 検索で は ， 4
0
C群， 30分群が 一 般に 高回
収率 で あ っ た ． また 回収率の 良好 で あ っ た 8群 を対象
と した凍結 一 解凍後の 培養で も ， 一 般に 回収率が良好
で あ っ た群は充分培養に 耐 え， 培養経過と とも に イ ン
ス リ ン 産生能の 回復が み られ る傾向で あ っ た ． これ ら
はラ 島が 至 適条件下で 凍結保存され れ ば ， 細胞内破壊
が少な く， その結果ラ 島の 構造破壊も軽微で ， 機能が
充分保持 され る こ と を示 して い る ． しか しなが ら 回収
率が良好 で ある に も か か わ らず， 培地中の イ ン ス リ ン
産生が不良で あ っ た 群 く20％D MS O． 4
0
c － 60分群1
も み ら れ た
．
こ れ は高濃度 D M S O 60分作用 に よ り凍
結時の 水晶 に よ る細胞破壊 は少な い が， D M S O自体の
毒性が強 く作用 した た め で あ ろう と考 えて い る． 岸田
ら 和 も D M S Oの 浸清作 用条件 に つ い て グ ル コ ー ス 負
荷 に よ る イ ン ス リ ン 分泌能 よ り検討 を加 え て お り，
4
0
C． 30分浸漬に お ける 5％， 10％低濃度 D M S O群で
凍結保存 ラ ッ ト膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の 器官培養
は， 50 m gノd グ ル コ ー ス 負荷 で新鮮 ラ島群 の 75 －
85％の 分泌能 で あ り， 15％ で は 64％， 20％D MS O で は
48．9％と D M S O濃度が 上 昇す る に つ れ て イ ン ス リ ン
分泌能が低下す る と報告 し て い る． ま た浸 漬温度 も
20
0
Cの 場合 は 4
0
Cに 比 較す るとイ ン ス リ ン 分泌能は低
下す ると して い る ． こ れ ら の 結果は著者の 結果と軌 を
一 に して お り， 解凍後の ラ 島回 収率 を考慮す る なら ば
10％D M S O． 4
0
C ．30分が浸潰作用条件と して最適で
ある と判定 され た．
凍結保存 は手技的 に も 容易 な保存方法で あ るが ， 凍
結 一 解凍過 程 で 被る ラ島損傷 は無視出来 な い ． 大野3 31
の報告 に よ る と解凍直後の イ ン ス リ ン 産生能 は新鮮 ラ
島群の 50％前後で あ り， 著者の成績で も 同様 の 成績 で
あ っ た ． ま た分離直後の 新鮮 ラ島あ る い は培養 ラ島移
植で は移植後 1週間で糖尿病状態よ り回 復す るの に 比
較して ， 大野3 31， 窪田ら3 71は解凍直後の ラ島移植 で は 4
週間が 必要で ある と して い る ． す なわ ち移植 され た凍
結保存ラ島が正 常な生 物学的機能を維持 し始 める に は
4週間生体培養さ れ る必要の ある こ と を示 唆 し て い
る
．
そ こ で著者は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消化法 で 分離 され た ラ
島を培養に 移す と， 分離操作 で 生 じた損傷は 3 日以内
に修復さ れ ると い う事実細 に 基き ， 凍結保存の 前後 に
培養を付加 す る新し い 保存法 を考案 し， そ の 形態お よ
びイ ン ス リ ン 産生能 に お よ ぼ す意義に つ い て 検討 し
た． まず コ ラ ゲ ナ ー ゼ消化法で分離 した ラ 島を培養 に
供す ると ， 3 日目に はラ 島は球形とな り ， 被膜の 損傷
も修復さ れ た． そ の後凍結保存を試み ると， その 回収
率は80％と 向上 が み られ た． また， こ れ ら の ラ島を解
凍後さら に 培養に 供 し， 1日毎の 培地交換で イ ン ス リ
ン産生能を み ると， 凍結前非培養群 で は分離直後の イ
ン ス リ ン産生 能に 回復す る ま で 約6 日間 を要す る の に
比 し， 凍結前培養群 で は 3日目に は分離直後 の イ ン ス
リ ン産 生能 まで 回復す る傾向を示 し， 形態学的観察 に
お い ても 分離直後の ラ島に 近い ま で の 修復を み た． 更
に グル コ ー ス 刺激に よる解凍直後 の イ ン ス リ ン 産生 能
の 検索 で も， 凍結前培養群 は凍結前非培養群 に 比 し て
高い イ ン ス リ ン 産生 能 で あ っ た ． 以 上 の 結果 より， 凍
結前に 短 期培養 を付加す る こ と は， 凍結 一 解凍過程で
被る ラ島損傷 を軽微 なも の と し， し か も イ ン ス リ ン 産
生能を充分保持せ し め， 更に 解凍後の 機能回復 をも促
進しうる も の で あ り， 有効 な手段 と考 えられ た ． 次 に
至適条件下 で凍結保存さ れ た ラ島の 解凍後培養実験 に
おい て， 培養直後で は分離直後の 対照 ラ 島に 比 し培地
中の イ ン ス リ ン 産生 量 は低値 で あ るが ， 培養経過と と
もに 漸増 の 傾向を示 し， 培養 13 日目で は対照を上 ま わ
る程度に ま で 回復 した． また ， グリ コ ー ス刺激 に よ る
イ ン ス リ ン 産生 能 をみ て も， 培養経過 と とも に その 機
567
能の 改善をみ て お り， 組織学的検索でも凍結 一 培養ラ
島細胞内に 豊富に 月額粒 を認 めた． 以 上 の結果 より ，
凍結保存 ラ島も解凍後の培養は可能 で あ り， しか も機
能的にイ ン ス リ ン 産生能が 回復 しう る こ とを示 す も の
で ある ． これ は Rajotte ら3 51の 解凍後 48時間の 培養に
よ り タ細胞の 形 態学的改善が み られ ， イ ン ス リ ン 分泌
能で も 分離直後 と有意差は み られ な か っ たと する報告
と同様で あ っ た ． そ こ で解凍後 に培養を付加 し， 内分
泌機能 の改善 をは か っ た凍結 一 培養 ラ島の S T Z糖尿
ラ ッ ト門脈内移植実験 を行 っ た ． その 結果， 糖尿ラ ッ
トは移植後 1 － 2遇後 に 血糖値の正 常化 をみ た． 移植
効果の 判定 は糖尿状態の 重症度， 移植ラ島数， 移植経
路の 相違 に よ り単純に 比 較でき な い と考えられ る が ，
凍結 一 解凍直後 の 移植 では正 常状態 に まで 回復す る の
に約 4週間 を要する と い う報告と比 較する と， 著者 の
凍結保存後 に短期培養を付加 し， 形 態的に も機能的に
も よ り正常な ラ 島を移植す る こ と は， 凍結保存 ラ島移
植で は有効な方法 で あ る こ とが 明 らか と な っ た ．
以上 ， 凍結 一 培養ラ島のイ ン ス リ ン産生 能， 移植効
果を中心と して報告 したが， 本実験で は ラ島の 組織適
合性， 抗原性 に つ い て の 検討 は行わ なか っ た ． S11 m－
m e rlin ら3 81は培養保存 さ れ た皮膚 の移植実験で生者
期間の延長 を認め た と し て い る
．
また La cy ら瑚 は 分
離ラ島で ， 培養 を施 す こ と に よ り移植紡織に 含ま れ る
白血 球くpa ss enge rle u c o cytel が取 り除か れ る こ と に
よ り生者期間の延長を みた と報告し てい る． この 意味
に お い て も培養 を付加 する こ とは意義が ある と思わ れ
る．
結 論
膵ラ 島移植に お い て ラ島の 長期保存は重要な課題 で
あ る． 著者 は臓器保存法と しての 凍結保存法に 器官培
養を組み合せ ， ラ島の凍結保存法に つ い て検討 し， 以
下の 結論を得た．
1 ． コ ラ ゲ ナ ー ゼ消化法に よ り分離 したラ 島を用 い
て， ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ サイ ド Cdim ethylsulfoxide，
D M S Ol 作用 下 に 凍結保存 を試 みた所， 10 ％D M S O．
4
0
C ．30分浸清作用 の の ち凍結保存 を行っ た ラ島の 解
凍後 回収率 は， 75％と 最も良好 な結果 で あ っ た ．
2 ． 種々の D MS O濃度， 浸潰温度 お よ び 時間の 条
件下 で 作用 さ れ た 後凍結保存 した ラ 島を培養 に 移 す
と， 10％D MS O． 4
O
C ． 30 分群， 20％D M S O． 4
O
C ．
30 分群， 5％D M S O． 4
Q
C ． 30分群， 10％D MS O．
4 0C ．60分群 は培養 に よ りイ ン ス リ ン産生能の 回復が
み ら れ， 特 に 10％D M S O． 4
0
C ．30分群は培養早期よ
り良好 なイ ン ス リ ン産生能 を示 した ．
3 ． 凍結前に 短期培養 を付加す る と， 解凍後ラ 島回
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．収率 は 80％ に 向上 した． 更 に こ れ ら ラ島を培養 に供 す
る と， イ ン ス リ ン 塵生能 の回復 は凍結前非培養群に 比
して よ り早 い 傾向で あり， ま た グ ル コ ー ス 負荷 に 対す
るイ ン ス リ ン 産生量 で も凍結前非培養群よ り良好な結
果で あ っ た ．
4 ， S T Z作成糖尿ラ ッ ト門脈内 へ ， 凍結前後 に 短期
培養を付加 したラ 島の 同種移植実験 を行い 良好 な結果
を得た．
以上 の 成績 よ り， ラ 島の 保存， 移植 に お い て は， 10％
D MSO ． 4
0
C ．30分浸漬が優 れて お り ， また凍結保存
の 前後 に短期培養を付加す る こ と に よ り， 良好 なイ ン
ス リ ン産生能が得られ， そ の 移植成績 は満足な もの で
あ っ た ．
本論文の 要旨は ， 第 8回臓器保存研究会， 第1 7回 日
本移植学会に お い て発表 した．
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Abstract
T he pr ese nt study w asu ndertaken to e x amineins ulin
－rele aslng aCtivity and therape utic ability
Ofr at pa n c r e atic islets of La nge rha n s c ultu r ed befo re a nd afte r c ryopres e rv ation ． Ba sed on the
re s ults of v a rio u spr etr e atm ent c o ndition stested， the follow mg pr o cedu re sw e refo u nd to bethe
be st3the islets w e reis olated fto m male W istar rats by collagena se digestio n， incubated wit ha n
anti－fr e e z e rdim ethyls ulfo xideくDM S O， 1 0％1at 4
0
c fo r3 0 min utes
，




c in liquidnitr ogen fo r7
－ 1 4 days■ T his preinc ubation wit h D M SO m ade it po ssibleto
m aintain 7 5％ of the o riginal ap pe a ran ce of the islets after c ryoprese rv atio n． Insuhn － releasing
activities of the islets withor withoutorgan c ulturebefo reand afte rfr e e zing w e r e c o mparativ ely
e xam ined． Just aftertha wing of the islets which had be e ncultu red fo r3 － 4 days befo r e cryo－
Pr eSe r V ation， they didn ot ha v eany bette r c apacity to produ c einsulin than the islets which
had be e ndirectly cryopr e s e rv ed wit ho ut the preculture ． How e v er， du ring a n ad dition alc ultur e
afte rthaw ing，t he for m e rtended to r ec ov e rtheinsulin －r eleasing activity m o r e r apid lytha nthe
latter妄a Significant differ enc ew a sfo u nd betw e e nbothof them in t he gluc o seく5 0－ 300 mgIdl
loading test■ T heislets c ultur ed fo r3 － 4 days bot h befo re a nd after the c ryopr ese rv atio n， W er e
tran SPlanted to streptozotocin －indu ced diabetic rats via t he po rtal v ein， reSult ing in agood
r ec ov e ry fro m diabetic state s within 2 w e eks oftr an SPlantatio n． T her efo r e， the m ost be n eficial
m ethod for transpla ntatio n of cryopr es erv ed islets of the rat pa n c re a sis to pre cultu r efor 3 － 4
daysbefore cryopreservation a nd to cultu readdition aly fo r3 － 4 daysbefo r etr anspla ntatio n．
